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on  the  survival  of  patients with  resected  hepatocellular  carcinoma  (HCC).  For  that 
purpose, this work was conducted in three phases. First, through a literature review, I 




























improvement  of  understanding  of  liver  segmental  anatomy,  control  of  bleeding, 
perioperative  care,  and  anesthesia  techniques,  the  outcomes  of  LR  have  improved 
over time, also more and more previously considered unresectable patients have an 
opportunity  to  undergo  curative  resection.[5]  In  dependence  of  different  tumor 
locations and size, curative LR can be performed in several types including segmental 
resection,  right  or  left  hepatectomy,  and  extended  right  or  left  hepatectomy.[6]  In 
recent years, minimally invasive techniques like laparoscopic and robotic approaches 
for LR have increasingly been gaining in popularity for HCC due to the improved short‐
term  outcome.[7]  However,  long‐term  tumor  specific  outcome  remains  to  be 











In  the  case  of  severe  cirrhosis,  however,  LT  remains  an option.  To  that  LT  radically 
removes  the  tumor and cirrhotic  liver and  reconstitutes  liver  function. Therefore  it 














Besides  resection and  transplantation, other  recommended nonsurgical  treatments 
include radiofrequency ablation  (RFA),  transarterial  chemoembolization  (TACE), and 
molecularly targeted therapy. RFA is the standard treatment for those HCC patients in 
BCLC  stage  0‐A  but  not  suitable  for  surgery.  TACE  is  recommended  as  a  palliative 
treatment  for  patients with multinodular HCC.  Sorafenib was  approved  for  use  for 













Figure  2.  BCLC  Staging  and  Treatment  Strategy  Flow  Chart,  modified  from  [11]. 




Despite  the  continuous  improvements  of  in  curative  resection,  the  postoperative 
recurrence of HCC remains as high as 70% within five years.[13]  
 
Various  well‐known  clinicopathological  factors  that  influencing  the  risk  of 
postoperative recurrence have been reported, including tumor size and number,[16‐19] 
microscopic  and  macroscopic  vascular  invasion,[18,  20,  21]  presence  of  satellite 
nodules,[21]  tumor  encapsulation,[22]  histopathological  grade,[23]  and  underlying 




















with  many  other  solid  cancers.  TACE,  which  has  been  reported  as  a  neoadjuvant 
treatment  before  resection,  could  improve  staging  of  HCC,  therefore,  reduce  the 
recurrence of postresection recurrence.[34] Adoption of interferon‐alpha was reported 
to  reduce  the  late  recurrence  in  hepatitis  related  HCC  patients  after  resection.[35]  
Although  Sorafenib  has  been  validated  to  improve  overall  survival  in  patients with 










The  immune  system  comprises  two  parts,  innate  and  adaptive  immunity.  Innate 
immunity is the first‐line of defense against pathogens or tumor cells nonspecifically. 



























Helper T  (Th)  cells  (commonly expressing marker CD4) arrange  immune  responses, 
including main subtypes of Th1 cells (producing interferon‐gamma (IFN‐γ)), Th2 cells 
(producing  interleukin  (IL)‐4,  IL‐5,  and  IL‐13),  and  Th17  cells  (producing  IL‐17), 
regulatory  T  cells  (commonly  expressing  marker  FoxP3  and  CD25)  play  an 

























Dendritic  cells  (DCs)  (commonly  expressing  marker  CD1a  or  CD83)  and  liver 
macrophages (also known as Kupffer cells, commonly expressing marker CD68) play a 
role in antigen presenting in the liver, constituting another major type of intrahepatic 
immune  cells.  Experimental  and  clinical  observations  showed  that  the  context  of 
antigen presentation could dramatically alter the response of T cells. Precisely, T cells 








is  an  oncofetal  antigen  which  produced  by  immature  hepatic  cells  in  the  fetus  or 
undifferentiated HCC cells. AFP was the first antigen that was discovered and clinically 
used as a tumor marker for HCC screening and diagnosis.[49] HCC is considered as an 















The  immune responses against HCC have been well  investigated  in several aspects. 
Clinically  the  systemic  inflammation‐based  Glasgow  prognostic  score  (GPS)  and  its 
modified version (mGPS), which combine C‐reactive protein and albumin, have shown 
their prognostic values in HCC, indicating a strong relationship between inflammatory 
responses  and  prognosis  of  HCC.[55]  Also,  the  circulating  neutrophil‐to‐lymphocyte 
ratio has been validated as another inflammation related predictor of HCC’s outcome 
in  recent  years.[56]  Apart  from  innate  immunity,  the  adaptive  immune  responses, 
including cellular and humoral immunity, have also been well described in HCC. The 
alternations of number and function of different cell types, cytokine and chemokine 










Because  HCC  can  be  ideally  treated  with  liver  transplantation  (LT)  post  treatment 
immunosuppression  also  needs  to  be  considered.  It  is  widely  known  that 
immunosuppression  is  in  part  responsible  for  tumor  recurrence.[59]  Additionally, 
immunosuppression is also responsible for the development of de‐novo malignancies 














their  composition  has  changed.  It  has  become  increasingly  clear  that  malignant 
neoplasms  are  also  influenced  by  cellular  and  non‐cellular  tumor  components,  so‐
called  tumor  stroma.  The  tumor  stroma  influences  carcinogenesis  and  tumor 
biology.[65] This is in part why a mere description of tumor burden, such as in the TNM 
tumor staging system, does not always have a high predictive value.[66, 67] Therefore, 






cells  have  frequently  been  reported  in  different  tumor  entities.[71,  72]  In  fact,  some 
studies  suggest  that  peri‐  and  intratumoral  immune  cell  infiltration  exceeds  the 
established staging systems (i.e. TNM) in predictability.[73] Therefore, quantification of 
cancer  infiltrating  immune  cells  has  been  described  as  a  new  clinical  score  across 
different tumor entities.[65, 67, 74, 75] Although many publications describe influence on 
survival,  description  of  section,  preparation,  staining,  and  counting  methods  have 
often been vague or not mentioned.[73, 76] Contrary to that, there are quantification 








methods.[76,  77]  Similarly,  to  provide  predictive  scoring  of  the  tumor  stroma  across 





location  should  also  be  considered  when  predicting  the  outcome.  Recent  years, 
studies have suggested  that high  immune cell densities at  the  invasive margin  (IM) 




IM  is  the  equally  relevant  for  HCC.  [71,  80]    This  might  be  due  to  the  predominant 
histological  growth  pattern  of  HCC.  HCC  shows  an  expansive  growth  within  a 
protective  fibrous  capsule  instead  of  an  infiltrative  pattern.[81,  82]  Additionally,  the 
normal  liver  tissue  has  a  unique  immunological  tolerance  property.[83]  The  tumor 





to  that,  HCCs  are  predominantly  supplied  by  neovascularized  arteries.[85]  The 
formation of these new vessels is essential for the tumor growth and progression by 
providing nourishment and oxygen. Conversely, however, it can also promote immune 
cell  infiltration which  is  logically dependent on the network of blood vessels.  It has 
been  evidenced  that  the  high  degree  of  endothelial  venules  within  solid  human 
tumors is a strong predictor of the infiltrating T and B cells.[86] In this setting, migration 
of the TILs from the normal immune system to HCC will not originate at the IM but 















This  study  aimed  to  quantify  the  tumor‐infiltrating  leukocytes  and  to  show  the 
connection between perivascularly infiltrating leukocytes and overall and disease‐free 
survival  in  patients  that  received  liver  resection  for  HCC  with  curative  intent.  The 
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the  implementation  in  the  following  years,  the  year  of  2000  has  been  widely 
considered  as  a  historical  watershed  of  surgical  practice  of  HCC.[90‐92]  The  studies 
before 2000, therefore, were excluded in this review. I used the following search terms 
("Carcinoma,  Hepatocellular"[Mesh]  OR  "Liver  Neoplasms"[Mesh])  AND 
("Survival"[Mesh] OR  "Prognosis"[Mesh] OR  "Survival  Analysis"[Mesh] OR  "Survival 
Rate"[Mesh]  OR  "Disease‐Free  Survival"[Mesh])  AND  ("Lymphocytes,  Tumor‐
Infiltrating"[Mesh]  OR  "Neutrophil  Infiltration"[Mesh]  OR  "Leukocytes"[Mesh]).  To 







investigations.  Following  data  were  extracted:  the  author’s  name,  study  regions, 
publication  year,  sample  size,  types  of  immune  cells,  results  regarding  clinical 
















As  mentioned  above  prospectively  stored  tumor  samples  of  60  patients  who 
underwent curative resection from November 2004 to October 2015 in our institution 




and  diagnosis,  respectively.[4]  negative:  ≤20ng/ml,  low:  >20ng/ml  and  ≤400ng/ml, 
high:  >400ng/ml),  bilirubin,  albumin,  alanine  transaminase  (ALT),  aspartate 
transaminase  (AST),  activated  partial  thromboplastin  time  (APTT),  creatinine,  c‐






















for  30min.  After  washing,  ABC‐AP  reagent  was  added  and  incubated  for  30  min. 
Followed was the substrate reaction, the staining process was being checked under a 
microscope,  once  an  acceptable  staining  intensity was  observed,  the  reaction was 
stopped  immediately by  removing  the  reagent and washing  them  in PBS  for 5min. 




















These  markers  represent  the  most  often  chosen  markers  for  tumor  infiltrating 
















First,  the  reliability of  identification of hotspots was  investigated using  two blinded 
observers (HCC: Hao and Schoenberg, PDAC: Hao and Miksch, OvCa and mCRC: Dötzer 
and  Schlüter).  The  absolute  amounts  of  cells  were  compared  with  the  intraclass 
correlation coefficient (ICC) to identify differences between two blinded observers. 
 
Second,  accuracy was  tested.  The  following  computerized  counting methods:  ZEN2 
software automated counting (ZAC), ImageJ software with a subjective threshold (IST) 







































































and  regression  coefficient  B  were  adopted  for  the  reliability  and  accuracy  in  the 
methodological  development.  Median  overall  and  disease‐free  survival  time  were 




survival  analysis.  The  Cox  model  was  used  in  multivariate  survival  analysis.  The 
























strategy,  435  articles  were  excluded  per  the  exclusion  criteria.  The  reasons  for 








patients.  27  (84.4%)  studies  were  performed  in  East  Asia,  especially  in  China  (24, 
75.0%), where the highest HCC burden worldwide is recorded due to the endemic HBV 
infections. In contrast, only four studies were conducted in Europe (12.5%) and one 
study  in  North  America  (3.1%).  (Figure  8A)  Also,  most  of  the  studies  (30,  93.8%) 








In most  studies  (26,  81.3%)  immunohistochemistry  (IHC)  combined with  computer 
assisted  counting  methods  were  used.  Tissue  microarrays  (TMAs)  were  used  in  6 
(18.8%) studies, whereas 20 (62.5%) studies examined entire slides conventionally. In 
four  prospective  studies,  fluorescence‐related  methods,  including 
immunofluorescence  microscopy[100]  and  flow  cytometry[101‐103],  could  characterize 
antigen expression using fresh tissue with multicolor combinations. (Figure 8C)  
 








Figure  8.  Characteristics  of  Included  Literature.  (Abbreviations:  IHC: 
Immunohistochemistry; TMAs: Tissue Micro‐Arrays; PCR: Real‐time Polymerase Chain 











As  shown  in  Table  1,  higher  intratumoral  infiltration  of  CD3+  cells  (CD3  commonly 
expressed  on  total  T  cells)  predicted  better  disease‐free  survival  (DFS)  or  overall 
survival  (OS)  after  HCC  resection  in  five  studies.[69,  71,  100,  107,  112]  However  in  three 
studies,  there  was  no  significant  difference.[98,  113,  114]  Fourteen  articles  provided 
information regarding infiltrating CD8+ cells (CD8 commonly expressed on cytotoxic T 
cells), eight of them demonstrated that it could predict a better DFS or OS,[69, 71, 97, 105, 




them  verified  that  it  had  closer  relationships  with  more  aggressive  clinical 
characteristics  including  the  presence  of  cirrhosis,  tumor  size,  vascular  invasions, 
tumor differentiation,  tumor  encapsulations,  and  staging.[80,  97,  103,  109,  114,  118,  120,  121] 
However,  CD25+  cells  (CD25  commonly  expressed  on  regulatory  T  cells  and 
conventional T cells) had no significance on survival in two cohorts.[97, 102] Furthermore, 
CD45RO+  cells  (CD45RO  commonly  expressed  on  memory  T  cells)  also  had  been 
proved to correlate with the better outcome by three research groups.[98, 107, 123] The 
IL‐17+ cells (commonly known as Th17 cells) had a controversial effect on the outcome. 
Two  studies  confirmed  its  protective  effect  and  three  studies  with  contradicting 














(CD68  commonly  expressed  on  macrophages)  were  reported  in  two  studies 
respectively; another two studies failed to validate them.[98, 110, 123, 124] One research 
group found CD16+ cells (CD16 commonly expressed on monocytes) correlated with 
worse  DFS  and  OS.[115] Wu,  Y.,  et  al.  found  that  the  CD57+  cells  (CD57  commonly 
expressed  on  NK  cells)  correlated  with  better  survival  and  clinical  characteristics 
including  vascular  invasions  and  staging which  had  not  been  validated  in  a  former 











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































(Abbreviations:  mCRC:  metastatic  colorectal  cancer,  OvCa:  Ovarian  cancer,  HCC: 
Hepatocellular carcinoma, PDAC: Pancreatic ductal adenocarcinoma) 
Cell amount  mCRC  OvCa  HCC   PDAC 
CD3+  Minimum  302  59  0  88 
25% Percentile  354.3  118  8.5  112.3 
Median  453  169.5  59.5  189 
75% Percentile  524.3  216.5  98.75  279 
CD8+  Minimum  23  5  0  0 
25% Percentile  90.75  38.5  2.75  77 
Median  127  87  64  115.5 
























showed  mostly  excellent  accuracy  (Table  3).  However,  ZAC  in  PDAC  yielded 
inconsistencies  with  ICC=0.601  and  regression  coefficient  B=1.280.  IST  reached 






OvCa:  Ovarian  cancer,  HCC:  Hepatocellular  carcinoma,  PDAC:  Pancreatic  ductal 
adenocarcinoma, ICC: Intraclass correlation coefficient, B: Regression coefficient B) 
Methods  mCRC  OvCa  HCC  PDAC 
ZAC  ICC  0.926  0.987  0.869  0.601 
B  0.868  0.968  0.621  1.28 
IST  ICC  0.973  0.992  0.955  0.934 
B  0.851  1.03  0.723  0.914 
ICD  ICC  0.986  0.99  0.976  0.932 













presumed  for  each  laboratory.  However,  the  price  for  hardware  to  connect  to  the 
microscope  and  the  computer  is  more  2000€  (Solution  used  in  our  laboratory: 
AxioVision, Carl Zeiss Inc., Germany). While ImageJ can be downloaded for free, the 






OvCa:  Ovarian  cancer,  HCC:  Hepatocellular  carcinoma,  PDAC:  Pancreatic  ductal 
adenocarcinoma.)   MC  ZAC  IST  ICD   Median  Range  Median  Range  Median  Range  Median  Range 
mCRC  10  1‐12  1  1‐2  10  5‐14  6  4‐7 
OvCa  10  1‐12  1  1‐2  10  5‐14  6  4‐7 
HCC  10  1‐12  2  1‐3  5  1‐8  10  1‐14 
PDAC  8  1‐12  1  1‐2  4  1‐9  2  1‐3 
 
3.6. Characteristics of HCC Study Cohort 




the  preoperative  imaging  and  postoperative  pathological  reports,  nine  patients 
































The  median  follow‐up  after  resection  was  51.2  months.  The  estimate  cumulative 
proportion of overall surviving at 1‐, 3‐, 5‐, and 8‐year was 96.4%, 84.2%, 68.1%, and 
36.5%,  disease‐free  surviving  was  75.5%,  66.2%,  48.1%,  and  24.8%  respectively. 





















As  shown  in  Table  6,  despite  the  complete  negative  cases,  the  perivascular 
distributional patterns were found in most cases among CD3, CD8, CD20, and CD66b. 












  Negative  Evenly Distribution  Perivascular Distribution 
CD3  9(15.0%)  16(26.7%)  35(58.3%) 
CD8  20(33.3%)  10(16.7%)  30(50.0%) 
CD20  23(38.3%)  10(16.7%)  27(45.0%) 

















Furthermore,  the  perivascular  regions  were  examined  in  detail.  The  relationships 
among perivascular infiltrating CD3+, CD8+, CD20+, and CD66b+ cells were analyzed. As 















3.9. Amount  of  Perivascular  Infiltrating  CD66b+  Cells  Positively 











Table  7.  Relationship  and  Correlation  of  Perivascular  Infiltration  and  Clinical 
Parameters. 















Gender  p=0.653  p=0.785  p=0.414  p=0.379 
Age  r=0.000 p=0.905  r=0.076 p=0.562  r=0.096 p=0.467  r=‐0.200 p=0.125 
Hepatitis  p=0.107  p=0.207  p=0.071  p=0.768 
Cirrhosis  p=0.839  p=0.491  p=0.705  p=0.555 
AFP  p=0.401  p=0.408  p=0.682  p=0.256 
Tumor 
Multiplicity 
p=0.166  p=0.277  p=0.853  p=0.792 
Microvascular 
Invasion 
p=0.467  p=0.325  p=0.474  p=0.963 
Macrovascular 
Invasion 
p=0.755  p=0.287  p=0.521  p=0.169 
Beyond Milan  p=0.904  p=0.526  p=0.587  p=0.695 
Bilirubin  r=‐0.014 p=0.916  r=‐0.064 p=0.631  r=‐0.051 p=0.699  r=0.027 p=0.841 
Albumin  r=0.089 p=0.530  r=0.219 p=0.118  r=0.232 p=0.098  r=0.156 p=0.269 
ALT  r=‐0.027 p=0.843  r=‐0.125 p=0.352  r=‐0.048 p=0.720  r=‐0.120 p=0.372 
AST  r=‐0.108 p=0.434  r=‐0.140 p=0.309  r=‐0.111 p=0.420  r=0.023 p=0.869 
APTT  r=‐0.012 p=0.927  r=‐0.017 p=0.901  r=‐0.036 p=0.788  r=0.052 p=0.698 
Creatinine  r=‐0.023 p=0.863  r=0.081 p=0.537  r=0.052 p=0.695  r=‐0.059 p=0.655 
CRP  r=‐0.035 p=0.793  r=‐0.135 p=0.310  r=‐0.097 p=0.463  r=0.344 p=0.008 
Leukocytes  r=0.089 p=0.500  r=0.246 p=0.058  r=0.236 p=0.070  r=0.342 p=0.007 







Figure  15.  Infiltrating  CD66b+  Neutrophils  Correlate  with  Circulating  Leukocytes, 
Platelets, and CRP. (Abbreviations: PLT, platelet; CRP, C‐reactive protein.) 
 
3.10. Amount  of  Perivascular  Infiltrating  Immune  Cells  Shows  No 






























groups  according  to  the median  values  as  described  in  the material  and methods 
section. As shown in Figure 18, no evidence was found for influence of CD3+ (p=0.058), 













Groups  1-year  3-year  5-year  8-year 
CD3LOW  92.95%  76.72%  61.99%  19.02% 
CD3HIGH  100%  91.83%  74.35%  55.23% 
CD8LOW  92.64%  84.22%  68.35%  20.97% 
CD8HIGH  100%  84.62%  68.15%  49.22% 
CD20LOW  93.05%  76.72%  67.05%  35.20% 
CD20HIGH  100%  92.00%  70.00%  39.49% 
CD66bLOW  96.67%  84.73%  65.57%  27.48% 
























Groups  1-year  3-year  5-year  8-year 
CD3LOW  69.33%  51.57%  39.50%  6.83% 
CD3HIGH  82.03%  82.03%  57.55%  46.16% 
CD8LOW  64.39%  56.35%  42.91%  7.42% 
CD8HIGH  86.31%  75.95%  53.41%  42.48% 
CD20LOW  66.93%  52.60%  40.71%  17.81% 
CD20HIGH  84.86%  81.00%  50.72%  36.07% 
CD66bLOW  75.68%  64.87%  45.79%  15.18% 
CD66bHIGH  75.14%  71.38%  49.90%  32.34% 
 
3.13. Scoring  of  CD3+,  CD8+,  and  CD20+  Cells  Significantly  Predicts 
Disease-free Survival 
Furthermore, based on the median values, each patient was given a binary score (1 as 
high  and  0  as  low)  for  each  kind  of  lymphocytes  (CD3,  CD8,  and  CD20).    Then  I 
evaluated the prognostic significance of four possible scorings by summation of these 
binary  scores: CD3+CD8, CD3+20, CD8+CD20,  and CD3+CD8+CD20. Considering  the 
limited sample size, the scoring of CD3+CD8+CD20 was further divided into two groups. 
(Low Group: Score 0‐1, High Group: Score 2‐3) Kaplan‐Meier analysis of these scoring 
on  overall  survival  showed  that  the  scorings  of  CD3+CD8  (p=0.194),  CD3+CD20 
(p=0.282),  CD8+CD20  (0.580),  and  CD3+CD8+CD20  (p=0.081)  had  no  significant 
prognostic effect on OS  (Figure 20). The estimate cumulative proportions of overall 
surviving for each scoring at 1‐, 3‐, 5‐, and 8‐year are listed in Table 10. In contrast, the 














Groups  1-year  3-year  5-year  8-year 
CD3+CD8: 0  89.41%  77.49%  62.15%  11.84% 
CD3+CD8: 1  100%  86.15%  70.49%  52.87% 
CD3+CD8: 2  100%  88.89%  71.30%  53.47% 
CD3+CD20: 0  89.64%  71.53%  65.03%  24.77% 
CD3+CD20: 1  100%  87.50%  66.64%  32.91% 
CD3+CD20: 2  100%  94.12%  74.87%  53.24% 
CD8+CD20: 0  89.64%  83.66%  69.02%  28.76% 
CD8+CD20: 1  100%  73.33%  73.33%  29.33% 
CD8+CD20: 2  100%  94.44%  71.30%  51.33% 
CD3+CD8+CD20: 0‐1  93.15%  80.57%  69.76%  11.27% 





Table  11.  Estimate  Cumulative  Proportion  of  Disease-free  Surviving  Regarding 
Scoring of CD3+, CD8+, CD20+, and CD66b+ cells 
Groups  1-year 3-year 5-year 8-year
CD3+CD8: 0  64.00%  53.33%  40.64%  0% 
CD3+CD8: 1  72.22%  54.16%  40.62%  27.08% 
CD3+CD8: 2  89.72%  89.72%  61.57%  52.78% 
CD3+CD20: 0  69.33%  47.41%  41.18%  10.37% 
CD3+CD20: 1  69.64%  69.64%  42.19%  19.29% 
CD3+CD20: 2  88.82%  88.82%  62.98%  55.11% 
CD8+CD20: 0  60.71%  49.68%  37.26%  9.31% 
CD8+CD20: 1  83.51%  65.61%  51.67%  23.62% 
CD8+CD20: 2  89.47%  84.21%  55.98%  47.98% 
CD3+CD8+CD20: 0‐1  63.95%  49.26%  40.93%  0% 





3.14. Amount of Perivascular  Infiltrating CD3+ Cells  is an  Independent 
Predictor for OS, and CD8+ Cell is an Independent Predictor for DFS 
Univariate  analysis  for  each  covariate  was  performed  first  as  shown  in  Table  12. 
Following  the  Collett’s  model  selection  approach  as  mentioned  in  the  statistical 
analysis section, the variables of CD3+ cells and Age (≥60 years) eventually remained in 
the Cox multivariate model predicting overall survival as shown in Table 13 and Figure 















HR  95% CI  p  HR  95% CI  p 
Gender  1.243  0.781  1.978  0.355  2.312  1.112  4.808  0.021 
Age (≥60 years)  0.440  0.150  1.291  0.124  1.496  0.754  2.971  0.246 
Hepatitis  0.237  0.077  0.732  0.007  2.451  0.932  6.447  0.059 
Cirrhosis  0.525  0.219  1.256  0.141  0.843  0.399  1.779  0.652 
AFP(≥20ng/ml)  0.913  0.389  2.145  0.835  0.638  0.322  1.266  0.195 
AFP(≥400ng/ml)  1.798  0.420  7.706  0.423  1.364  0.478  3.889  0.560 
Tumor 
Multiplicity 
1.521  0.355  6.517  0.570  0.818  0.339  1.973  0.653 
Microvascular 
Invasion 
0.677  0.272  1.690  0.401  0.708  0.346  1.447  0.338 
Macrovascular 
Invasion 
0.702  0.201  2.457  0.578  0.618  0.232  1.644  0.328 
Beyond Milan  0.553  0.073  4.187  0.560  0.272  0.037  2.006  0.169 
CD3+ Cells  2.196  0.956  5.046  0.057  2.277  1.145  4.527  0.016 
CD8+ Cells  1.531  0.684  3.425  0.297  2.074  1.064  4.043  0.028 
CD20+ Cells  1.291  0.574  2.904  0.535  0.549  0.279  1.079  0.076 





Variables  HR  95% CI  p 
Age (≥60 years)  0.332  0.109  1.012  0.053 














Variables  HR  95% CI  p 
Gender  3.405  1.517  7.645  0.003 
CD8+ Cells  2.819  1.353  5.876  0.006 
 
 














understanding  of  tumor  biology,  progression,  therapy,  and  lastly  prognosis.[65] 









To  have  scores  of  quantified  tumor‐infiltrating  leukocytes  being  added  to  clinical 
scoring  systems,  standardization  is  critical.  However,  in  the  literature  counting 
methods  and  definitions  are  not  clear,  and  therefore  results  differ.[73,  134,  135]  It 


















139]  Manual  counting  was  regarded  as  the  gold  standard  which  was  compared  to 
computed  software  results.  This  underlying  assumption  is  supported  by  the 
literature.[76] Hotspot selection under the microscope was shown to be quicker at a 
lower  cost  than  whole  slide  image  scanning  as  reported  in  the  literature.[140,  141] 









































Prior  studies  that  have  noted  the  importance  of  the  location  of  the  infiltration 
encouraged  the discussions  about  the origin  of  immune  infiltration. Most  of  these 
studies focused on the peritumoral regions with the hypothesis the invasive margin 
could  be  the  battlefront  of  the  immunoreaction.[78]  To  our  knowledge,  the  current 
study is first to explore perivascular infiltration. 
 
HCC  displays  more  angiogenic  characteristics  than  other  solid  tumors,  such  as 
colorectal  cancer.  [87,  88]  In  here  I  introduced  perivascular  region  as  a  potential 
battlefront between tumor cells and immune cells. In the initial pattern review of our 
slides, I observed that high densities of intratumoral infiltration of immune cells were 
located  near  the  vessels,  with  the  gradually  decreasing  densities  into  the  tumor 
parenchyma. Thus I could speculate migration from the vessels to the parenchyma. I 
have  also  confirmed  that  patients  with  curative  resection  could  benefit  from 
perivascular  infiltration  of  immune  cells.  In  this  setting,  it  suggested  that  the 
intratumoral  neovascularization  might  have  dual  effects.  It  could  allow  potential 
metastatic cells, especially of the cancer stem cells, escape from the primary tumor 
into circulation that could cause relapse or metastasis postoperatively.[145] Meanwhile, 
















In the  literature review,  I  found that CD3, CD4, CD8, and FoxP3 were the four most 
common markers used in the examined studies which represent total T‐cell, helper T‐
cell,  cytotoxic  T‐cell,  and  regulatory  T‐cell  respectively.  T‐cell  is  the most  important 
component playing a central role  in cell‐mediated immunity. After a T‐cell has been 
activated,  it  can proliferate and differentiates  into one of  those  four  subtypes with 
functions of killing, activation, and regulation, respectively. From the literature review, 
several studies have shown that higher infiltration of CD3+ or CD8+ cells is associated 
with  favorable  prognosis  of  HCC,  and  FoxP3+  cells  with  the  opposite  effect.  In 
comparison with other tumor types, the favorable prognostic values of CD3+ or CD8+ 





But  it  correlates with  longer  survival  in  colorectal,  head  and neck,  and  esophageal 
cancers.[156]  In our  experimental  study,  I  found  that high perivascular  infiltration of 
CD3+ cells was an independent predictor for favorable overall survival after curative 
resection  of  HCC.  CD8+  cells  showed  no  influence  on  overall  survival.  Conversely, 
although being predictive in the univariate analysis CD3+ cells lost its predictive effects 
on  disease‐free  survival  after  multivariate  adjustment.  For  disease‐free  survival, 
however  CD8+  infiltration  could  be  shown  to  be  an  independent  predictor.  The 
difference  in  disease‐free  survival  might  be  attributed  to  the  fact,  that  CD3+  cells 
theoretically contain CD8+ cells in phenotyping. As described before CD8+ cells might 
be  the  actual  effector  cells  targeting  cancer  cells.  Therefore,  the  multivariate 
procedure with the Collett’s model could show independent influence of CD8+ cells 
on disease‐free survival. The inefficiency of CD8+ cells to predict overall survival might 
be  attributed  to  the  prompt  postoperative  treatments  in  cases  of  recurrence  as 











could  promote  the  cell‐mediated  immunity.  Conversely,  the  B‐cell  activation, 
proliferation, and antibody production could also be inhibited by regulatory T‐cell.[158] 
In several kinds of solid tumors, such as ovarian cancer, pancreatic cancer, lung cancer, 
and  cervical  cancer,  the  tumor  infiltrating  B‐cell  has  been  widely  proved  to  be 
associated  better  outcome.[153,  159‐161]  Furthermore,  Milne,  K.  et  al.  found  that,  in 
ovarian  cancer,  the  patients  containing  both  high  infiltration  of  CD8+  and  CD20+ 
lymphocyte had an even higher survival than those with CD8+ or CD20+ alone.[159]  This 
also suggests the cooperative interaction of T‐ and B‐cell immunity in cancer. However, 
in  the  literature review,  the prognostic significance of  intratumoral  infiltration of B‐
cells in HCC has only been validated in one study and failed in another one. [98, 100] In 
experimental results, the infiltration of CD20+ B lymphocytes was found to be highly 














in  innate  immunity.  In  recent  years,  several  studies  have  demonstrated  that  the 
peripheral neutrophil‐to‐lymphocyte ratio (NLR) negatively correlates with the survival 







tumor  infiltrating  CD66+  cells  has  correlated  with  worse  outcome  in  pancreatic 
cancer,[164]  testicular cancer,[165]  lung cancer,[166]  renal cancer,[167] cervical cancer,[168] 
and  esophageal  cancer[169].  But  its  prognostic  effects  were  reported  to  be 
contradictory in two studies in colorectal cancer, respectively.[170, 171] Our results do not 
support  the  previously  reported  probability  of  prediction  outcome  regarding  the 
infiltration of CD66b+  cells.[116] Possible explanations  for  this  could be  the antibody 
heterogeneities  or  different  analysis  methods.  Another  possibility  could  be  the 
etiological difference of the current cohort. There were only seven cases of hepatitis 
and  15 with  cirrhosis,  in  compared with  that  over  90%  cases  had  hepatitis  in  that 
cohort.[116]  The  neutrophils  in  the  tumor  can  polarize  to  pro‐  or  anti‐tumorigenic 
subtypes depending on the tumor microenvironment which varies hugely reliant on 




The  correlation  found  between  circulating  leukocyte  counts  and  intratumoral 
neutrophils hints at the connection between systemic and local immune response in 
cancer.  There  have  already  been  studies  demonstrating  that  the  constitution  of 




of  circulating  immune  cells  could  provide  considerable  information  for  treatment 
allocation. 
 










This  might  be  due  to  the  common  features  from  both  allogenic  and  anti‐tumor 










adjuvant  treatments  in  recent  years.[178]  The  examination  of  tumor  cellular  and 
molecular behaviors, such as immunological phenotyping, cancer stemness, and gene 
expression,  is  being  increasingly  applicable  by  taking  advantages  of  the  improving 
technologies  in  clinical  practice.  These  parameters  in  some  cases  have  been 






this  sample  size,  the  QTS  Algorithm  was  statistically  consistent.  Furthermore,  the 
results  showed  comprehensible  and  reproducible  differences  depending  on  the 
selected  sections  (paraffin  (HCC,  PDAC)  or  frozen  sections  (mCRC,  OvCa)).  In  the 
experimental  part,  the  sample  size  was  limited  because  of  the  relatively  low 
occurrence of HCC  in Germany. This could possibly be  the reason  for  the statistical 
inferiority of infiltrating B cells, as well as ROC results. Also, due to the restraints of 










The  development  of  this  newly  introduced  QTS  algorithm  showed  that  choosing 
hotspots by one observer is reliable, computer‐assisted counting is accurate, and this 
solution is cost‐effective. Using this novel algorithm, it is shown that HCC has relative 














Hepatocellular  carcinoma  (HCC)  is  a predominant  type of  primary  liver  cancer.  The 
most available curative  treatment  is  liver  resection. The outcome  in some resected 
patients  remains  unsatisfying.  It  has  been  suggested  that  a  dysregulated  immune 
system  contributes  to  the  development  of  HCC.  Also,  it  is  known  that  immune 
response might be involved in tumor progression after hepatectomy because of HCC. 
Therefore, this makes having a profound understanding of the immune system in HCC 




Independent  from  the  type  and  the  number  of  tumor‐infiltrating  leukocytes,  the 
location needs to be considered when predicting the outcome. HCC has a high degree 
of angiogenesis, and the surface area of these vessels represents the potential border 
from malignant  tumor  to  the  immune  system.  I  first  conducted  a  literature  review 
based on a comprehensive search in PubMed database up to November 2016 for all 
available studies to assess the prognostic value of infiltrating immune cells in patients 




2015  in  our  institution  were  obtained.  The  immunohistochemistry  staining  was 
performed against CD3, CD8, CD20, CD66b.  I quantified  the perivascular  infiltrating 
immune  cells  by  using  the  newly  developed  QTS  algorithm  and  analyzed  the 
relationship to clinicopathological characteristics and survival. In the study cohort, the 
perivascular CD8+ T cells densities strongly correlated with CD20+ B cells (r=0.856, p 










DFS.  In multivariate analysis,  the amount of perivascular  infiltrating CD3+ cells  is an 



















Das Hepatozelluläre  Karzinom  (HCC)  ist  der  häufigste  primäre maligne  Lebertumor. 




zu  sein.  Daher  ist  ein  profundes  Verständnis  des  Immunsystems  und  der 
Immunreaktion  gegen  den  Tumor  bei  HCC‐Patienten  essentiell.  Dies  erlaubt  unter 
Umständen eine klinische Bewertung des Immunstatus für die Risikostratifizierung der 
an HCC leidenden Patienten. So eine Risikostratifikation könnte möglicherweise durch 
das  standardisierte  Zählen  von  Tumor  infiltrierenden  Leukozyten  erreicht  werden. 








Zählweisen  der  TILs  evident.  Somit  wurde  ein  einheitlicher 





in  unserer  Institution  einer  kurativer  Resektion  unterzogen wurden,  analysiert.  Die 
Immunhistochemie‐Färbung wurde gegen CD3, CD8, CD20, CD66b durchgeführt.  Es 
wurden  die  perivaskulären  infiltrierenden  Immunzellen  unter  Verwendung  des  neu 
entwickelten  QTS‐Algorithmus  quantifiziert.  Korrelationsanalysen  mit 













konnte  gezeigt  werden,  dass  CD3+  infiltrierende  Leukozyten  ein  unabhängiger 
Prädiktor für das OS waren (p=0,022). CD8+ infiltrierende Leukozyten waren prädiktiv 
für das DFS  (p=0,006).  Als  Scoring  zeigte  sich die Kombination  aus CD3+,  CD8+ und 
CD20+ infiltrierenden Leukozyten prädiktiv für das DFS jedoch nicht für das OS.  
 
Abschließend  ist  unser  neu  eingeführter  QTS‐Algorithmus  zuverlässig,  präzise  und 
kostengünstig.  Unter  Verwendung  dieses  neuartigen  Algorithmus’  konnte  gezeigt 
werden, dass perivaskulär infiltrierende Leukozyten das tumorspezifische Überleben 
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